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RESUMO

As peroxidases sdo enzimas que catalisam a reducdo do peroxido de hidrogénio e de outros
compostos orgénicos. Diversas técnicas sGo empregadas na purificacdo de peroxidases, onde se
destaca a cromatografia de troca idnica em leito expandido, a qual oferece vantagens como
maior produtividade de processo e interacdo entre o adsorvente e a molécula de interesse. Este
trabalho teve como objetivo avaliar o efeito do pH e da solugdo tamponante na adsor¢do de
peroxidase em resina de troca idonica. Neste estudo, foi verificado que a condicdo mais favoravel
de solugdo tamponante e pH a ser utilizada na posterior purificacdo da peroxidase correspondeu
ao tampdao acetato de sodio 0,025 mol/L em pH 4, 5.

Palavras-chave: cromatografia, farelo de arroz, leito expandido, Streamline™ SP.

INTRODUCAO

As peroxidases (CE 1.11.1.X) sdo enzimas que catalisam a oxidagdao de uma variedade de
substratos organicos tendo o perdxido de hidrogénio como molécula aceptora (MATHE et al.,
2010). Estas enzimas podem ser extraidas de diversas fontes como de animais, plantas e micro-
organismos. Possuem inUmeras aplicacdes incluindo o tratamento de contaminantes fendlicos na
presenca de peroxido de hidrogénio (DEVA et al, 2014), elaboracdo de imunoensaios
enzimaticos (VDOVENKO et al., 2010), elaboracdo de kits de diagndstico (DUTTA et al., 2013),
sintese de polimeros (SAKAI et al., 2014) e degradacdo de micotoxinas (GARDA-BUFFON;
KUPSKI; BADIALE-FURLONG, 2011). Dependendo do uso final das peroxidases, é necessario
estas sejam submetidas a um processo de purificagao.

Diversas técnicas tém sido utilizadas para a purificagdo de peroxidase tais como precipitacao
por sais ou solventes organicos, ultrafiltracdo, sistema aquoso bifasico, particao trifasica e
técnicas cromatograficas em geral. Recentemente, o uso da cromatrografia de troca idnica em
leito expandido se mostra como alternativa na obtengado de peroxidase purificada, visto que esta
técnica proporciona a purificagdo da enzima através de um Unico processo (GAUTERIO et al.,
2015). A cromatografia de troca idnica se baseia na interacdo entre os ions presentes na fase
movel (solucdo tamponante, molécula de interesse e contaminantes) e os grupos carregados
presentes no trocador idnico (CUTLER, 2004). Quando operada em modo expandido, esta
técnica oferece vantagens como aumento da produtividade do processo e maior interacdo
adsorvente-molécula alvo (TOLEDO et al., 2007).

O presente trabalho teve por objetivo avaliar o efeito do pH e da solucao tamponante na
adsorcao de peroxidase em resina de troca i0nica, visando a posterior purificacao da enzima por
cromatografia em coluna de leito expandido.
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MATERIAL E METODOS
A extracao da peroxidase foi realizada a partir de farelo de arroz integral (granulometria
inferior a 0,425 mm) e solucdo tampao fosfato de sédio 0,040 mol/L em pH 5,0, na propor¢ao
1:10, respectivamente. O extrato permaneceu sob agitagao orbital (100 rpm) a 25°C, durante
60 min. Apds, o extrato foi centrifugado (3300xg) a 4°C por 10 min, e filtrado em sistema a
vacuo, tendo-se assim o extrato clarificado de peroxidase (FELTRIN, 2013).
Para avaliar o efeito do pH e da solugao tamponante na adsorcao de peroxidase, foi utilizada
a resina de troca cationica Streamline™ SP da GE Healthcare Life Science (Uppsala, Suécia). Os
ensaios foram realizados em frascos erlenmeyers sob agitacao orbital (150 rpm) a 25°C por 30
min, os quais continham a resina de troca i0nica, a solucdo tamponante e o extrato clarificado
de peroxidase na proporcao 1:1:10, respectivamente. No inicio de cada ensaio, a resina foi
equilibrada com as solucdes tamponantes fosfato de sodio 0,025 mol/L em pH 5,0 a 7,0; acetato
de sddio 0,025 mol/L em pH 3,5 a 5,5; e citrato-fosfato de sédio 0,025 mol/L em pH 3,5 e 7,0.
O pH do extrato clarificado de peroxidase também foi ajustado aos valores a serem estudados.
Em todos os ensaios, as atividades enzimaticas de peroxidase inicial (anterior a realizacdo do
ensaio) e final (apds o ensaio) foram determinadas (SALA et al., 2014). Posteriormente, a
atividade enzimatica no equilibrio da peroxidase adsorvida na fase sélida (q*) foi calculada
conforme a Equagao 1:
— (Ai'vextrato) — (AI 'Vtotal)
V

q* (1)
resina

onde A (U/mL) é a atividade enzimatica inicial, A/ (U/mL) é a atividade enzimatica da
peroxidase livre na fase liquida, Vextrato (ML) é 0 volume de extrato enzimatico, Vresna (ML) € 0
volume de resina e Vita (ML) € 0 volume total adicionado ao erlenmeyer. Todos os ensaios
foram realizados em triplicata. Além disso, foi conduzido um ensaio controle que consistiu na
adicdo do extrato enzimatico ao sistema sem a resina de troca i0nica.

A atividade enzimatica de peroxidase foi determinada conforme Devaiah e Shetty (2009) com
modificacdes. A 1 mL de extrato enzimatico clarificado, foram adicionados 1,5 mL de tampao
fosfato de sddio 0,005 mol/L em pH 5,5, 2 mL de agua destilada, 0,5 mL de solugdo de guaiacol
1% e 1 mL de perdxido de hidrogénio 0,08%. A mistura reacional permaneceu em banho
termostatico a 25°C por 20 min. Logo apds, a transmitancia foi lida em espectrofotémetro a 470
nm. Todas as analises foram realizadas em triplicata. Uma unidade da atividade de peroxidase
(U) representa a quantidade de enzima que catalisa a oxidacao de 1 pmol de guaiacol (¢ =
26600 L.molt.cm™) em 1 min.

Os resultados foram avaliados por analise de variancia (ANOVA) e teste de Tukey. A analise
estatistica foi realizada considerando o nivel de 95% de confianca (p<0,05).

RESULTADOS E DISCUSSAO

A Tabela 1 apresenta os valores de atividade enzimatica no equilibrio da peroxidase
adsorvida na fase solida (g*), nas trés condicoes de solucdo tamponante estudadas.

Conforme exposto na Tabela 1, os valores de g* tendem a aumentar conforme a diminuicao
do pH, independente da solucao tamponante utilizada. Apesar de nao haver estudos sobre o
ponto isoelétrico da peroxidase de farelo de arroz, a literatura relata que as peroxidases
cationicas de vegetais apresentam ponto isoelétrico acima do pH 8,0 (DAS; SHARMA; MISHRA,
2011). Deste modo, valores de pH distantes do ponto isoelétrico possibilitam o processo de

Universidade Estadual de Londrina - Rodovia Celso Garcia Cid, Pr 445, Km 380 - Campus Universitario
Caixa Postal 10.011 CEP 86057-970 Centro de Ciéncias Exatas - Departamento de Biogquimica e
Biotecnologia Fone +55 (43) 3371.4270 - big@uel.br



V SIMPOSIO DE BIOQUIMICA E BIOTECNOLOGIA
05 a 07 de agosto de 2015, Londrina - PR

VSIMBBTEC

Londrina 2015

adsorcdo, ja que nestas condicbes a enzima apresenta carga liquida positiva. Dentre todos os
ensaios realizados, foi verificado maior valor de g* em pH 4,5 para tampao citrato-fosfato de
sédio 0,025 mol/L. Este resultado ndo se diferiu estatisticamente dos ensaios em pH 4,0 e 5,0
para tampao citrato-fosfato de sédio 0,025 mol/L, e pH 4,0 e 4,5 para tampdo acetato de sédio
0,025 mol/L. Considerando a queda inerente de pH durante a passagem do extrato enzimatico
pela coluna cromatografica de leito expandido, o uso de solugdo tamponante com pH
extremamente acido pode levar a desnaturacdo da enzima. Logo, as condicOes de pH 4,5 para
tampdo acetato de sddio ou citrato-fosfato de sddio, e pH 5,0 para tampao citrato-fosfato de
sddio, sdo mais favoraveis para posterior purificacdo de peroxidase por cromatografia de troca
ionica.

Tabela 1 - Valores de atividade enzimatica no equilibrio da peroxidase adsorvida na fase
sélida (g*).

pH q* (U/mL de resina)
7,0 0,57+ 0,18
Tampao fosfato 6,5 1’33:hfi 0,05
de sodio 6,0 2,16%f + 0,06
5,5 2,37%% + 0,05
5,0 2,63 + 0,04
5,5 2,24%+ 0,06
Tampao 5,0 2,63+ 0,02
acetato de 4,5 2,68%c+ 0,08
sddio 4,0 2,68% £ 0,16
3,5 2,46%“ + 0,03
7,0 1,12"+ 0,07
6,5 1,649+ 0,12

f

Tampédo 6,0 2,07@f + 0,16
citrato-fosfato > 1,99'% 0,15
de sodio 5,0 2,68% £ 0,08
4,5 3,002+ 0,20
4,0 2,87%*+ 0,06
3,5 2,44“ £ 0,03

*Média de trés valores com desvio padrdo. Letras iguais na coluna indicam
que ndo ha diferenca significativa entre as médias pelo teste de Tukey (p<0,05).

A capacidade tamponante e a composicao dos ions presentes na solugao tampao também
sao importantes na escolha da fase mdvel utilizada na cromatografia de troca ibnica. A
capacidade tamponante esta relacionada com o valor de pK, que cada solucao tampao possui, €
recomenda-se que seu valor seja = 0,5 unidades em relacdo ao pH de trabalho, evitando
oscilacdes de pH durante o processo de purificacdo. O pka da solucao tampao fosfato é mais
elevado (pKa = 7,0) em comparagao ao pKa, das solugdes tampao de acetato e citrato-fosfato
(pKa = 4,7 para ambas) (JANSON, 2011), indicando que o uso de tampao fosfato de sddio como
fase mdvel poderia conduzir a resultados desfavoraveis na etapa de eluicdo devido a grande
variacao de pH. Quanto aos ions presentes na solucdo tampao, Kopaciewicz e Regnier (1983)
verificaram que os anions citrato provocam maior retencdo de certas proteinas em relacdo aos
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anions acetato e fosfato. Com base nestas observacoes, a escolha do tampao acetato como fase
movel pode facilitar o processo de eluicdo, contribuindo para maior recuperacdo de peroxidase
no final do processo.

CONCLUSOES
Através deste estudo, foi possivel concluir que a condicdo mais favoravel de solucao
tamponante e pH a serem utilizadas na purificacdao de peroxidase correspondeu ao tampao
acetato de sodio 0,025 mol/L em pH 4,5, onde se obteve g* de 2,68 U/mL de resina.

Agéncias de Fomento: Capes e CNPq.
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